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(57) Abstract 



A method in which an esterification reaction is carried out on at least one esterifiable grouping of a protein or peptide contained in 
an animal or vegetable substrate, and said protein or peptide is exposed to a proteolytic enzyme. The esterification reaction is preferably 
carried out on at least one carboxylic grouping of the protein or peptide, advantageously by means of an aliphatic alcohol having 1-5 carbon 
atoms, or an activated derivative thereof. The method may be used to prepare novel peptide populations for use as ingredients or additives 
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Le proced6 selon I'invention consiste ^ realiser une reaction d'estdrification sur au moins un groupement esterifiable d'une protdinc 
ou d'un peptide contenu dans un substrat d'origine animale ou v6g6tale. puis soumettre ladite prot6ine ou ledit peptide a Taction d'une 
enzyme proteolytique. La reaction d 'esterification est de preference r6alisee sur au moins un groupement carboxylique de la proteine ou du 
peptide; clle est avantageusement conduite par un alcool aliphatique possedant entre 1 et 5 atomes de carbone, ou un de ses derives actives. 
Ce precede permet d'obtenir de nouvelles populations peptidiques susceptibles d'etre utilis6es a titre d'ingr6dients ou d'additifs dans des 
preparations alimentaires, pharmaceutiques ou cosmetologiques. 



US'IQUEMENT A TITRE D' INFORMATION 



Codes utilises pour identifier ies Etats panies au PCX, sur les pages de couvenure des brochures publiant 
das demandes intemationaJes en vertu du PCT. 



AT 


Auiriche 


AU 


AusLraiie 


BB 


Barbade 


BE 


Belgique 


BF 


Burkina Faso 


EG 


Butgarie 


BJ 


Benin 


BR 


BrCsil 


BY 


Belarus 


CA 


Canada 


CF 


R<publrquc cf nirairicaine 


CG 


Congo 


CH 


Suisse 


CI 


C&e d'lvoirc 


CM 


Cameroun 


CN 


Chine 


CS 


Tchicoslovaquic 


CZ 


Republique ichique 


DE 


Allcmagne 


DK 


Danemaric 


ES 


Espagne 


Fl 


Finlande 


FR 


France 


GA 


Gatmn 



GB 


Royaiijne-UnI 


MR 


Mauri tan ie 


GE 


G^orgie 


MW 


Malawi 


GN 


Guintfc 


NE 


Niger 


GR 


Grtce 


NL 


Pays-Bas 


HLl 


Hongrie 


NO 


Norvege 


IE 


Irlande 


NZ 


Nouvelle-Zilande 


IT 


Italic 


PL 


Pologne 


JP 


Japon 


FT 


Portugal 


KE 


Kenya 


RO 


Roumanie 


KG 


Kirghizistan 


RU 


Federation de Russie 


KP 


Rtfpublique populaire dtfmocraiique 


SD 


Soudan 




dc Cortfe 


SE 


Suede 


KR 


Republique de Corfe 


SI 


Slovenie 


KZ 


Kazakhstan 


SK 


Slovaquie 


LI 


Liechtenstein 


SN 


Senegal 


LK 


Sri Lanka 


TD 


Tchad 


LU 


Luxembourg 


TC 


Togo 


LV 


Letionie 


TJ 


Tadjikistan 


MC 


Monaco 


TT 


Trinite-et-Tobago 


MD 


Rtfpublique de Moldova 


UA 


Ukraine 


IMG 


Madagascar 


US 


Eiais-Unis d'Amerique 


ML 


Mali 


UZ 


Ouzbekistan 


MN 


Mongolie 


VN 


Vict Nam 



wo 95/17518 



PCT/FR94/01500 



1 

PROCEDE D'OBTENTION DE PRODUITS PEPTIDIQUES ET PRODUITS 
OBTENUS 

La presente invention concerne un precede 
d'obcention de produits peptidiques nouveaux, a partir 
d'un substrat d'origine animale ou vegetale contenant 
au moins une proteine ou un peptide ; elle concerne 
egalement les produits issus du procede. 

Selon la presente description I'expression 
"produits peptidiques" definit des populations 
peptidiques tres varices pouvant contenir diverses 
entites telles que des peptides, fractions peptidiques, 
acides amines, esterifies et non esterifies, et leurs 
melanges. 

Les proceines d'origine animale ou vegetale, 
et les peptides issus de ces proteines, sont utilises 
tres couramment dans tout genre d'industrie 
( pha rma c eu t i q ue , chimique, a g r o-a 1 i me n t a i re , 

cosmetologique -..) en raison de leurs proprietes 
chimiques ou ph y s i c o-c h imi q ues . 

Les hydrolyses e n z y ma t i q u e s des proteines 
laitieres donnent naissance a des peptides aux 
proprietes biologiques varices. II en est ainsi des 
peptides opiaces (Zioudrou C, Streaty R.A. et Klee 
W.A. ( 1979), J.Biol Chera. 25A , 2A46-24A9 ; Brantl V., 
Teschemacher H., Henschen A. et Lottspeich F. (1981) 
Life Sci. 28, 1903-1909 ; Yoshikawa M., Yoshimura T. 
et Chiba H. (198A), Agric. Biol. Chem. 48, 3185-3187; 
Loukas S., Varoucha D., Zioudrou C., Streaty R.A. et 
Klee W.A. (1983), Biochemistry 22, A567-A573 ; Chiba 
H., Tani F. et Yoshikawa M. ( 1 989) J. Dairy Res. ,56, 
363-366 ; Fukudome S.I. et Yoshikawa M. (1992), FEES 
Lett 296, 107-111 ; Antila P., Paakkari I., Jarvinen 
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Mactila N.J., Laukkanen M., P i h la n to-Le p pa la A., 
Mantsala P. et Hellman J. (1991) Int. Dairy Journal 
1, 215-229 ; Meisel H. et Frister H. ( 1989), J. Dairy 
Res . 56 , 3A3-349 ) . 
5 On a egalement isole des peptides 

antihypercenseurs (Maruyama S., Hitachi H., Tanaka 
H., Tomizuka N. et Suzuki H. (1987) Agric. Biol. Chem. 
51, 1581-1586 ; Komura M., Nio N., Kubo K., Minoshima 
Y., Munekata E. et Ariyoshi Y. ( 1989) Agric. Biol. 
iQ Chem. 53, 2107-211A), ainsi que des peptides 

immunos timulants (Berchou J., M i g 1 i or e-Samour D., 
Lifchitz A., Delectre J., Floc'h F. et Jolles P. 
(1987), FEES Lett. 218(1), 55-58 ; Migliore Samour 
D., Floc'h F. et Jolles P. ( 1989 ) J. Dairy Res. 56. 
15 357-362), ou des peptides an t i t h r ombo t i q ue s (Fiat A.M., 

Levy-Toledano S.P., Caen J. et Jolles P. (1989) J. 
Dairy Res . 56 , 351-355) . 

D'autre part, les peptides issus des proteines 
du lait offrent egalement des proprietes physico- 
20 chiraiques et i n t e r f a c i a les i n t e r e s sa n t e s (Fox P.F. 

et Mulvihill D.M. (1983), dans Proceedings of IDF 
symposium, Holsingor, Denmark, 188-259 ; Chobert J.M., 
Her trand-Har b C. et Nicolas M.G. ( 1988a), J. Agric. 
Food Chem. 36, 883-892 ; Chobert J.M., Sitohy, M.2. 
25 Whitaker, J.R. ( 1988b) J. Agric. Food Chem. 36. 220- 

22A ; Chobert J.M., Be r t r a n d-Har b C, Da 1 ga 1 a r r on d o 
M. et Nicolas M.G. ( 1989a), J. Food Biochem. 13, 335- 
352 ; Chobert J.M., Touati A., Ber trand-Har b C, 
Dalgalarrondo M. et Nicolas M.G. (1989b), J. Food 
30 Biochem. 13. A57-A73 ; Vuillemard J.C., Gauthier S. 
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ec Paquin ?. (1989) Lait 69, 323-351 ; Turgeon L.S., 
Gauchier F.S., Molle D. et Leonil J. ( 1992 ) J'.Agric. 
Food Chem. AO. 669-675). 

Au niveau nutritionnel et t h e r a p e u c i q u e , 
I'hydrolyse enzymatique permet de reduire 

1 ' a 1 1 e r g en i c i t e des proteines seriques (Jost R., Monti 
J.C. et Fahud J.J. (1987) Food Technol. Al, 118-121). 

On peut cicer egalement, a titre de reference 
b i b 1 i og r a ph i q u e pertinence, le brevet EP-22019 qui 
decric un hydrolysat enzymatique total de proteines 
du lactoserum et les applications de cet hydrolysat 
a titre de medicament et en nutrition t h e r a pe u t i q u e . 

Du point de vue p h y s i o 1 o g i q u e , les hydrolysats 
de proteines de lactoserum ont la propriete de stimuler 
la croissance de la regeneration de la peau (Wenner 
V. (1982) Lait 62, 5A9-565). 

II est connu d'agir sur les proteines ou les 
peptides d'origine animale ou vegetale pour modifier 
leurs proprietes, notamment par greffage de 
su bs t i t ua n t s . En particulier le document WO-A-9318180 
decrit 1 ' e s t e r i f i ca t i on de peptides d'origine animale 
ou vegetale par un procede denomme "synthese 
enzymatique d'esters alkyliques de peptides" 

necessitant I'emploi d'enzymes possedant a la fois 
une accivite pr o c e o 1 y c i q u e et e s t e r ol y c i q ue . Le procede 
en question se caracCerise par la mise en contact 
simulcanee du substrat proteique avec I'enzyme et un 
alcool, aboutissant a la formation d'esters alkyliques 
de peptides. 
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La presente invention a pour objet un procede 
consistant a esCerifier une matiere proteique d'origine 
animale ou vegetale concenanc au moins une proteine 
ou un peptide, puis a hydrolyser par voie enzymatique 
la matiere proteique esterifiee, ledit procede 
conduisanc a une population peptidique nouvelle. 
La modification des proteines par e s t er i f i c a t i on 
aboutit a une nouvelle famille de peptides aux 
proprietes ph y s i c o- c h i mi q u e s et biologiques originales. 

Le procede selon I'invention consiste a realiser 
une reaction d ' e s t e r i f i c a t i o n d'au moins un groupement 
esterifiable de I'une au moins des proteines ou 
peptides contenus dans le substrat d'origine animale 
ou vegetale, dans le but de modifier I'action 
ulterieure de I'enzyme (sites de coupure et cinetique 
de reaction). 

A titre d'exeraple non limitatif de substrat 
proteique ou peptidique susceptible d'etre utilise, 
on peut citer : les proteines laitieres (caseines et 
proteines du lactoserum), le gluten de ble ou de mais, 
la zeine, les concentrats et isolats proteiques de 
soja, pois, feverole ... ou encore le collagene, la 
s e r uma 1 bum i n e , I'ovalbumine ... 

Cecce reaction d ' e s t e r i f i ca t i o n est conduite 
selon les procedures classiques, parfaitement connues 
de I'homme du metier (Voir par exemple le procede 
d ' e s t er i f i ca t i on en milieu acide decrit par Fraenkel- 
Conrat H. eC Olcott H.S. 19A5., j. Biol. Chem. 161, 
259-269). Elle est de preference realisee sur au moins 
un groupement carboxylique de la proteine ; elle est 
a V a n t a g e u s e me n t conduite en milieu acide au moyen d'un 
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alcool (ou d'un derive active de cet alcool obtenu 
selon les mechodes classiques bien connues de 1 ' homme 
du metier). 

Par exemple on propose 1 ' u t i 1 i s a t i o n d'un alcool 
aliphatique possedant entre un et cinq atones de 
carbone (methanol, ethanol ...). 

Les conditions de mise en oeuvre de la reaction 
d ' es t e r i f i ca t ion (temperature, duree, pression, 

concentration en acide ...) sont fonction du taux 
d ' e s t er i f i c a t i o n desire et, plus g en e r a 1 erne n t , des 
produits finaux que 1 ' on desire obtenir. 

La proteine esterifiee est ensuite soumise a 
I'action d'au moins une enzyme p r o t e o 1 y t i q ue , dans 
des conditions habituelles du domaine technique 
considers, pour scinder la chaine d'acides amines (Voir 
par exemple I'ouvrage edite par A.Neuberger et 
K . Br ockl ehur s t (1987), coll. New Comprehensive 

Biochemistry - Vol.16 - Hydrolytic Enzymes, pub. 
Elsevier, ou encore I'ouvrage edite par R.J. Beynon 
et J.S.Bond (1989), coll. The Practical Approach Series 
- Protelytic enzymes, a practical approach-IRL PRESS). 
Dans cette etape, toute enzyme proteoly tique et/ou 
peptidasique (protease, peptidase), peut etre utilisee 
(pepsine, papaine, trypsine, chymosine, c h y mo t r y p s i ne , 
thermolysine ...) ; I'hydrolyse peut etre realisee 
par I'une de ces enzymes ou par une pluralite d'entre 
elles, s ucc es s i V eme n t ou simu 1 tanemen t . 

Selon une variante du precede de I'invention, 
la reaction d ' e s t e r i f i ca t i o n est precedee par une 
hydrolyse partielle de la proteine, au moyen d'une 
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ou de plusieurs enzymes p r o t e o 1 y t i q u e s ou 

peptidasiques. Le caux d'hydrolyse partielle est laisse 
a 1 ' a p p r e c i a t i o n de I'operateur qui aura une large 
latitude d'action en fonction des produits qu'il desire 
obtenir. La seule contrainte sera de ne pas obtenir 
une hydrolyse totale de la proteine ou du peptide. 

De fa9on etonnante, le fait de faire preceder 
par une reaction d ' e s t e r i f i c a t i o n I'operation 

d'hydrolyse, permet d'augmenter ou de changer la 
sensibilite de la proteine a I'hydrolyse enz yma ti q ue . 
L'enzyme est "leurree" par la modification de la 
proteine ; en fonction des produits utilises et des 
conditions operatoires, par rapport a la proteine 
native, on peut obtenir de nouveaux sites de coupure 
et/ou supprimer certains sites t r a d i t i o n n e 1 s . Cette 
fa<;on d'operer permet I'obtention de sites de coupure 
atypiques qui conduisent a I'obtention de peptides 
nouveaux, dont certains au moins sont esterifies. 

La mise en oeuvre du precede selon I'invention 
aboutit a un melange de peptides ou d'acides amines 
et de leurs esters. Ces peptides, acides amines et 
esters c o r r e s po n d a n t s peuvent ensuite etre separes 
et purifies pour obtenir des populations homogenes. 

Dans le cadre d'une esterif ication par un alcool 
aliphatique, on obtient une proteine esterifiee au 
niveau de son groupement carboxylique C-terrainal et 
au niveau des groupements c ar bo x y 1 i q ue s lateraux de 
certains des residus aspartyls et/ou glutamyls. 
L'action ulterieure de l'enzyme p r o t eo 1 y t i q u e permet 
d'obtenir un peptide terminal dont le groupement 
carboxylique C-terminal est esterifie ; tous les autres 
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peptides obcenus, esterifies ou non, comportenc u n 
groupemenc carboxylique C-terminal non escerifie. 

Cetce substitution au niveau du groupe carboxyle 
permet de supprimer una charge negative sur la proteine 
ou le peptide obtenu (suppression de charge au-dessus 
du pK du COOH des acides aspartiques et glutamiques 
cons t i t u t i f s ) . On augmente le point i s o e 1 e c t r i q ue de 
la proteine ou du peptide ; on les rend plus basiques 
et plus hydrophobes ce qui entraine une raeilleure 
affinite et interaction avec les interfaces biologiques 
et artificielles chargees en majorite n eg a t i vemen t . 

Selon I'invention, le traiteinent de residus 
d'acides amines par e s t e r i f i ca t i on , suivi d'une 
proteolyse, permet de formuler de nouvelles proteines 
ou populations peptidiques. Les moyens a mettre en 
oeuvre sont simples, peu couteux , non toxiques et 
preservent la majorite des valeurs n u t r i t i on ne 1 1 e s 
de la proteine. 

Les peptides esterifies obtenus ont des 
proprietes e 1 e c t r os ta t i q ues , une hy d r opho b i c i t e et 
une amphiphilie differentes qui leur conferent des 
proprietes interf aciales , physiologiques , biologiques 
et immunologiques pa r t i cu 1 i e r e s . 

L ' esterif ication peut aussi constituer un moyen 
simple pour augmenter la sensibilite d'une proteine 
structuree a une action enzymatique. 

Les domaines d'application de I'invention sont 
varies ; les produits obtenus peuvent a v a n ta g eusemen t 
etre utilises a titre d ' ingredients , d'additifs ou 
d'agents actifs dans des preparations a 1 ime n ta i r e s , 
pharmaceuciques ou cosmetologiques. 
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10 



15 



De celles applications sont similaires a celles deja 
decrites pour les hydrolyses e n z y ma t i q u e s de proceines 
connues, telles qu'elles ont ete rappelees dans les 
references b i b 1 i o g r a p h i q u e s citees au debut de la 
description et illustrant I'art anterieur. 

Ex em p les 

Exemple 1 : Proteolyse pepsique de la beta- 
lactoglobul ine 



La be t a - 1 a c t og 1 o bu 1 i n e de bovin (variant B) est 
preparee selon la methode de Mailliart, P., Rib deau 
Dumas, B. (1988, j. FOOD Sci. 53, 743-745). 
Esterification 

Les esters de b e t a-1 ac t og 1 o bu 1 i ne sont prepares 
en utilisant un precede derive de celui decrit par 
Fraenkel-Conrat , H., Olcott, H.S. (1945, j. Biol. Chem. 
161 , 259-268) . 

La beta-lactoglobul ine est mise en suspension dans 
I'ethanol pour obtenir une suspension a 2 %. Sous 
agitation, de I'acide c h 1 o r h y d r i q u e 12N est ajoute 
doucement pour obtenir une suspension de proteine- 
alcool 0,06-0. 68N en acide. CeCte preparation est 
2^ placee sous agitation a 4°C pendant plusieurs jours 

en fonction du degre d ' e s t e r i f i ca t i o n desire. Apres 
sechage sous vide, les echantillons sont stockes a 
une temperature de -80°C. Un echantillon temoin est 
prepare de la meme maniere sans addition d'HCl. 
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Analyse des proteines esterifiees 

Pour decerminer le degre d ' e s t e r i f i c a t i o n de 
la b e t a - 1 a c C o g 1 o bu 1 i ne avec I'ethanol, on a utilise 
la reaccion coloree ucilisant 1 ' h y d r oc h 1 o r u r e 
d'hydroxylamine developpee par Halpin, M.I., 

Richardson, T. (19A5, j. Dairy Sci. 68, 3189-3198), 
modifiee selon Ber trand-Har b , C . , Chobert, J.M., Dufour, 
E., Haertle, T. (1991, Sci. Aliments 11, 6A1-652). 
Dans le cas present, la b e t a - 1 a c t o g 1 ob u 1 i n e a ete 
esterifieea40%. 
Hvdrolvse 

Les echantillons de b e t a - 1 a c t o g 1 o b u 1 i n e et de 
b e t a 1 a c t og 1 o bu 1 i ne esterifiee ont ensuite ete 

hydrolyses par la pepsine (pepsine porcine : 3,200- 
4,500 BAEE U/mg de la societe Sigma Chimie, St-QUENTIN 
FALLAVIER, FRANCE). 

La pepsine (1 rag/ml de H^O , en concentration initiale) 
est ajoutee dans un rapport e n z yme / s u bs t ra t proteique 
(E/S) de 2 %. Le melange est place a incubation a 37°C. 
Des echantillons sont preleves apres une, deux, quatre, 
vingt et quarante heures ; I'hydrolyse est stoppee 
par addition de 1,5 volume d'un tampon Tris-HCl 0 , 2M , 
pH8 ,0. 
Resultats 

Les divers peptides obtenus ont ete purifies 
et identifies par leur composition en acides amines 
et leur sequence N-Terminale. 

Le profil chromacographique CLHP de I'hydrolysat 
pepsique (apres "40 heures d'hydrolyse) de la beta- 
la c t og 1 o bu 1 in e ethylee est represente sur la figure 



wo 95/17518 



PCT/FR94/01500 



10 



1 (Colonne C.g, porosite 10 microns, longueur 25 cm, 
diametre incerieur 0 , A cm de la SFCC SHANDON . GAGNY, 
FRANCE) . 

La structure primaire de la be t a- 1 a c t og 1 o b u 1 i n e 
B apparait sur la figure 2, avec les sites de coupure 

pepsiques(*) . 

La figure 3 montre, sous forme de tableaux, la 
composition en acides amines ec sequences N-Terminales 
des peptides pepsiques de la b e t a -1 a c t o gl o bu 1 i ne 
ethy lee ( ester ) . 

L'etude cinecique de I'action enzymatique sur 
un derive esterifie de la b e t a - 1 ac t o g 1 o b u 1 i n e montre 
que la proteine esterifiee est hydrolysee tres 
rapidement en solution aqueuse alors que la proteine 
native est insensible a une telle proteolyse. 

L'invention rend possible I'hydrolyse de cette 
proteine qui, sans la modification decrite ne serait 
pas hydrolysee ; d'autre part, elle conduit a la 
creation de sites de coupure non c on ve n t i onn e Is pour 
I'enzyme utilise. 

Pour la beta-lactoglobuline ethylee, 31 sites 
de coupure ont ete identifies : Gln5-Thr6 ; Thr6-Met7 



LeulO-Aspll 
Leu22-Ala23 
Leu39-ArgA0 
Leu57-Leu58 
Phe82-Lys83 
Leu93-Val9A 



Aspl 1-Ilel2 
Ser 27-Asp28 
Val41-Tyr42 
Trp61-Glu62 
Leu87-Asn88 
Asp98-Tyr99 



Glnl3-LyslA 
Asp28-Ile29 
LeuA6-Ly sA7 
Lys75-Thr76 
Glu89-Asn90 



Trpl9-Tyr20 
Leu32-Asp33 
Ile56-Leu57 
Val81-Phe82 
Val92-Leu93 



Metl07-Glul08 



Leul 1 7- 



AlallS ; Aspl 30-Glul31 ; Leu 1 33 -G 1 u 1 34 ; Phe 1 3 6- As p 1 3 7 ; 
Aspl37-Lysl 38 ; Leu 1 49-Ser 1 50. 
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Hvdrolvse pepsioue de la beca-caseine 



La beca-caseine Al brute est preparee selon la 
methode decrite par Zittle, C.A., Custer, J.H. (1963, 
j. Dairy Sci. 46, 1183-1188). Le substrat est ensuite 
purifie par c h r otna t o g r a p h i e selon la methods de 
Mercier , J . C . , Maubois, J.L. Poznanski, S., Ribadeau- 
Dumas, B. ( 1968, Bull. Soc . Chira. Biol. 50, 521-530) 
sur une colonne Q-Sepharose fast flow (marque deposee), 
de la Sociece PHARMACIA, UPPSALA, SUEDE. 
E^x_eni_£l_e _2a 
Esterification 

La beta-caseine esterifiee est preparee en 
utilisant une modification de la methode decrite par 
Fraenkel-Conrat at Olcoct (1945), citee supra. La beta- 
caseine purifiee esc dispersee dans I'ethanol pour 
obtenir une suspension a 2 %. Sous agitation, on ajoute 
doucemenc a la suspension proteine-alcoo 1 de I'acide 
c hlor h y d r i q u e 1 2N pour obtenir une suspension 0,06- 
0,68N en acide. Le produit obcenu est maintenu sous 
agitation a 4°C pendant plusieurs jours en fonction 
du degre d ' e s t er i f i c a t i on desire. Apres sechage sous 
vide, les echantillons sont stockes a une temperature 
de -80°C. Un echantillon temoin a ete prepare de la 
meme maniere sans acide ch lo r hy d r i q ue . 
Analyse des proteines esterifiees 

La determination du taux d ' e s t e r i f i ca t i o n de 
la beta-caseine avec I'ethanol a ece realises en 
utilisant la reaction coloree avec 1 ' h y d r oc h 1 o r u r e 
d'hydroxylaraine mise au point par Halpin et Richardson 
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(1985), modifiee selon Bertrand Harb ec autres (1991). 
Dans le cas present, la beca-caseine a ece esterifiee 
a 55 % . 
Hvdrolvse 

La beca-caseine et la beca-caseine esterifiee 
(2 mg/ml) one ete dissoutes dans de I'acide citrique 
20mM, pH2,6. La pepsine (1 mg/ml d'H20 en c on c e n c r a c i o n 
initiale) a ece ajoutee dans un rapport enzyme/substrac 
proteique (E/S) de 0,2 %. Le melange obtenu a ete 
incube a 20 °C. Des echantillons ont ete preleves a 
1. 2, U, 20 et 40 Heures ; I'hydrolyse a ete stoppee 
par addition de 1,5 volume d'un tampon Tris HCl 0 , 2M , 
pH8 ,0. 
_Exe_m_2.1_e _?t> 

I! re e-^terificaticn sir.ilaire a ete conduite 
sur la beta-caseine avec du methanol a la place de 
I'ethanol ; I'hydrolyse posterieure a ete realisee 
sur la beta-caseine methylee, d'une fa9on identique 
a celle de la caseine beta ethylee decrite ci-avant. 
Pour cet exemple egalement, la beta-caseine a ete 
esteri f iee a 55 % . 
Resultats 

La figure U montre le profil chr omatographique 
CLHP d'un hydrolysat pepsique de caseine beta native 
apres 10 Heures d'hydrolyse. 

La figure 5 montre le profil chr oma togra phique 
CLHP (apres 10 heures d'hydrolyse) d'un hydrolysat 
pepsique de caseine beta methylee (ester), prepare 
selon I'exemple 2b. 
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La figure 6 montre le profil c h r oma t o g r a p h i q u e 
CLHP (apres 10 heures d'hydrolyse) d'un hydrolysat 



pepsique 


de caseine beca echylee (ester), prepare 


sel 


o n 


1 ' exerap 1 


e 2a . 






La 


figure 7. montre la structure primaire 


de 


la 


c a s ei n e 


beta Al avec les sites de coupure pe 


psiq 


ue 


a u s e i n 


de la caseine beta native (*), au sein 


de 


la 


caseine 


beta methylee ( + et au sein de la c 


a s e i 


n e 



beta ethylee (o). 

Les figures 8, 9 et 10 montrent, r e s pe c t i veme n t 
et sous forme de tableaux, les compositions en acides 
amines et sequences N-terminales des peptides pepsiques 
de la caseine beta native, de la caseine beta methylee 
(ester) et de la caseine beta ethylee (ester). 

Dans le cas de la caseine beta esterifiee, six 
sites de coupure nouveaux ont ete identifies : Glull- 
Ilel2 ; Asn73-Ile7'i ; Me 1 1 56-Phe 1 5 7 ; Va 1 1 6 2 -Le u 1 6 3 ; 
Leul98-Glyl99 ; Ile207-Ile208 . 

Exemple 3 : Hydrolvse trvpsioue de la beta- 
la c t og 1 o bu 1 i n e 

La b e ta- lac t o g 1 o bu 1 i n e et la b e t a- 1 a c t o g 1 o b u 1 i n e 
esterifiee sont preparees selon I'exemple 1 et 
hydrolysees par la trypsine (trypsine bovine traitee 
TPCK 10,000-13,000 U/mg ; de la Societe Sigma Chimie). 

La be ta-lactoglobuline et la b e t a - 1 a c t o g 1 o b u 1 i n e 
esterifiee (2 mg/ml) sont dissoutes dans un tampon 
TrisHCl, 0,2M, de pHS.O. La trypsine, auparavant 
solubilisee dans HCl O.OIN, est ajoutee dans un rapport 



wo 95/17518 



PCT/FR94/01500 



1 U 

enzyme/substrat proteique (E/S) de 2,5 %. Le melange 
obcenu est incube a 37°C et I'hydrolyse est stoppee 
apres 2U Heures par I'addition de 0,5 volume d ' HCl 
0 , 2N' . 
Resu 1 1 a t s 

La figure 11 montre le profil chromatographique 
CLHP d'un hydrolysat trypsique de la beta- 
lactoglobul ine native (apres 2A heures d ' h y d r o 1 y se ) . 

La figure 12 montre le profil chromatographique 
CLHP (apres 24 heures d'hydrolyse) d'un hydrolysat 
trypsique de la b e t a - lac t o g 1 o b u 1 i ne ethylee (ester). 

La figure 13 raontre la structure primaire de 
la be t a- lac toglobul ine B ; on y indique les 16 peptides 
trypsiques obtenus et le site de clivage atypique (*) 
de la be ta-lactoglobuline esterifiee. 

Les figures 14a^, 1 A b^ et 14c^ montrent, sous forme 
de tableaux, la composition en acides amines et 
sequences N- t e rra i na les des peptides trypsiques de la 
be t a- lac t og lo bu 1 i ne native et de la b e t a - 1 a c t o g 1 o b u 1 i ne 
ethylee . 

L'analyse des peptides trypsiques de la beta- 
lactoglobul ine raontre que 1 ' es t er i f i ca t i o n n'empeche 
aucune liaison cible d'etre coupee meme quand un residu 
aspartyle ou glutamyle esterifie est au voisinage de 
la liaison cible, ce qui conduit a I'obtention de 
peptides esterifies. Un site de coupure atypique a 
ete mis en evidence : Me 1 1 4 5 -H i s 1 A 6 . 
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Exemple U : Hvdrolvse trypsique de la beca-caseine 

La beta-caseine et la beca-caseine esterifiee 
obcenues selon I'exemple 2 ont ete soumises a I'accion 
de la trypsine (Crypsine de bovin traitee TPCK ; 
10 , 000-1 3 , 000 U/mg) . 

La beta-caseine native et la beta-caseine 
esterifiee (2 mg/ml) sont dissoutes dans un tampon 
Tris-HCl 0,2M, de pH8,0. La trypsine auparavant 
solubilisee dans HCl O.OIN est ajoutee dans un rapport 
enzyme/substrat proteique (E/S) de 1,25 %. Le melange 
obtenu est incube a 20°C ; I'hydrolyse est stoppee 
apres 24 Heures par addition de 0,5 volume d'HCl 0,2N. 
Resultats 

La figure 15 montre le profil c hr orna t o g r a ph i q u e 
CLHP d'un hydrolysat trypsique de caseine beta native 
(apres 2A heures d ' h y d r o 1 y s e ) . 

La figure 16 montre le profil c hr oma t o g r a ph i q u e 
CLHP (apres 24 heures d'hydrolyse) d'un hydrolysat 
trypsique de caseine beta methylee (ester). 

La figure 17 montre le profil c hr oma t og r a ph i q u e 
CLHP. (apres 2A heures d'hydrolyse) d'un hydrolysat 
trypsique de caseine beta ethylee (ester). 

La figure 18 montre la structure primaire de 
la caseine beta Al ; les lettres A a N indiquent les 
peptides trypsiques de la caseine beta native et on 
a indique les sites de clivage atypique : pour la 
caseine beta ethylee (o) et pour la caseine beta 
methylee (*). 
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Les figures 1 9 a_ et 1 9_b moncrenc, sous forme de 
tableaux, la composicion en acides amines et sequences 
N-terminales des peptides trypsiques de la caseine 
beta native, de la caseine beta methylee et de la 
caseine beta ethylee. 

Comme pour la b e ta- la c to glo b u 1 i n e , I'analyse 
des peptides trypsiques de la caseine beta montre que 
1 ' es t er i f i ca t i on n ' empeche aucune liaison cible d'etre 
coupee, meme quand un residu aspartyle ou glutamyle 
esterifie est au voisinage de la liaison cible, ce 
qui conduit a I'obtention de peptides esterifies. Des 
sites de coupure atypique ont ete mis en evidence : 
Phe52-Ala53 ; Gln79-Thr80 ; . Ser 1 22 -Gin 1 23 ; Serl24- 
Leul25 ; Phe 190-Leu 1 9 1 ; Tyrl93-Glnl9A ; Vall97-Leul98 . 
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- REVENDICATIONS - 

1. - Precede d'obtention de produits peptidiques 
nouveaux consistant a soumetcre un substrat d'origine 
animale ou vegetale conCenant au moins une proCeine 
ou un peptide a une reaction d ' e s t e r i f i c a t i o n d'au 
moins un groupement esterifiable de ladite proteine 
ou dudit peptide, puis a realiser une hydrolyse 
enzymatique de la proteine ou du peptide esterifie. 

2. - Procede selon la r e v en d i c a t i on 1, caracterise 
en ce qu'il consiste a realiser la reaction 
d ' e s t e r i f i ca t i o n sur au moins un groupement 
carboxylique de la proteine ou du peptide. 

3. - Procede selon la r e ve nd i c a t i on 2, caracterise 
en ce que 1 ' e s t e r i f i c a t i on de la proteine ou du peptide 
est realisee en presence d'un alcool. 

4. - Procede selon la r e ven d i ca t i on 3, caracterise 
en ce que 1 ' e s t er i f i c a t i o n est realisee en presence 
d'un alcool aliphatique possedant entre 1 et 5 atomes 
d e ca r bo n e . 

5. - Procede selon I'une quelconque des 
revendi ca t ions 1 a 4, caracterise en ce que la reaction 
d ' es t er i f i ca t i on est precedee d'une hydrolyse partielle 
de la proteine. 

6. - Procede selon I'une quelconque des 
re vend ica t i ons 1 a 5, caracterise en ce que la reaction 
d ' e s t e r i f i ca t i on est suivie d'une succession 
d'operations d'hydrolyse au moyen de differentes 
enzymes p r o t e o 1 y t i q u e s ou p e p t i d a s i q u e s . 
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7. - Precede selon I'une quelconque des 
r e V e n d i c a t i o n s 1 a 6, caracterise en ce qu'on utilise 
un substrat proteique d'origine laitiere contenanc 
notammenc de la beca-caseine ou de la beta- 
lactoglobuline . 

8. - Melange de peptides ou d'acides amines et 
d'esters de peptides ou d'acides amines, obcenu par 
le precede selon I'une quelconque des r e v end i c a t i o n s 
1 a 7 . 

9. - Peptide ou acide amine esterifie obtenu par 
le precede selon I'une quelconque des r e v e n d i ca t i o n s 
1 a 7 . 

10. - Produits peptidiques obtenus par le precede 
selon I'une quelconque des r e v e n d i ca t i o n s 1 a 7 dont 
la composition en acides amines et sequences N- 
terminales sont decrites dans les tableaux des figures 
3, 9, 10, 14.1, 14.2, 14.3. 19.1 et 19.2. 

11. - Peptide esterifie au niveau de 1 ' un au moins 
de ses groupements c a r b o x y 1 i q u e s , a I'exception du 
groupement carboxylique C-terminal de 1 ' enc ha i neme n t . 

12. - Peptide selon la revendication 11 dont I'un 
au moins de ses groupements carboxyliques est esterifie 
par un alcool aliphatique possedant entre un et cinq 
atomes de carbone. 
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2.13 2(3) 
10.(X) 10(12) 
1.09 1 (I) 
2.08 2(2) 
0.82 1 (2) 
0.40 0(1) 
2.08 2 (2) 
1.62 2(2) 
4.39 4 (4) 
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2.05 2 (2) 
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0.97 1(1) 
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ralio inlcpcr 
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